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© Verfahren und Anordnung zur konfokalen Mikroskopie 
© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur konfokalen Mi- 
kroskopie, bei dem Laserlicht in einen Mikroskopstrahlen- 
gang eingekoppelt, zeitlich nacheinander auf verschie de- 
ne Orte einer Probe gerichtet und aus dem von den beauf- 
schlagten Orten reflektierten und/oder emittierten Licht 
ein Bild der abgetasteten Ebene generiert wird. 
ErfindungsgemafS wird die Aufgabe dadurch gelost, daft 
wahrend der Ablenkung des Laserstrahles von Ort zu Ort 
eine Veranderung der spektralen Zusammensetzung und/ 
oder der Intensitat des Lichtes vorgenornmen wird, wah- 
rend die Ablenkung ununterbrochen fortgesetzt wird. 
Dadurch wird erreicht, daB mindestens zwei nebeneinan- 
derliegende Orte der Probe mit Licht unterschiedlicher 
Spektraleigenschaften und/oder mit Laserstrahlung un- 
terschiedlicher Intensitat beaufschlagt warden. Durch 
zeitweise Unterbrechung der Einkopplung des Laserlich- 
tes wahrend der Ablenkung des Mikroskopstrahlengan- 
ges ist es moglich, nur ausgewahlte Abschnitte des Bild- 
feldes mit der Laserstrahlung zu beaufschlagen. 
Die Erfindung betrifft weiterh in ein Laser-Scan-Mikroskop 
zur Durchfuhrung dieses Verfahrens. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur konfoka- 
len Mikroskopie, bei dem Laserlicht verschiedener Spek- 
tralbereiche in einen in mindestens zwei Koordinaien abge- 
lenkten Mikroskopstrahlengang eingekoppeli und' zeitlich 
nacheinander auf Orte einer Probe gerichtet wird, wobei die 
Probe in mindestens einer Ebene Ort fur Ort und Zeile fur 
Zeile rait dem Laserlicht beaufschlagt und aus dern von den 
beaufschlagten Orten reflektierten und/oder emittierten 
Licht ein Bild der abgetasten Ebene generiert wird. Die Er- 
findung bezieht sich weiterhin auf ein Laser- Scan- Mikro- 
skop zur Durchfuhrung dieses Verfahrens. 

Wahrend mit der konventionellen Lichtmikroskopie le- 
diglich die optische Erfassung einer Abbildungsebene mbg- 
lich ist, bietet die Konfokalmikroskopie als spezielle Weiter- 
entwicklung der Lichtmikroskopie die Moglichkeit, Mikro- 
strukturen auch in der Z-Achse des Raumes abzubilden und 
zu vermessen. Mit dem Lichtmikroskop ist es beispiels- 
weise nicht moglich, bei hoher VergroBerung einen Ein- 
druck von der raumlichen Struktur der rauhen Oberflache ei- 
ner Probe zu erhalten, da jeweils nur ein kleiner Bereich der 
Probe scharf dargestellt werden kann, wahrend in der Tiefe 
liegende Details der Oberflache durch den hohen Streulicht- 
anteil und die fehlende axiale Auflosung unscharf abgebil- 
det werden. 

Beim konfokalen Laser-Scan-Mikroskop dagegen wird 
das Streulicht weitestgehend eliminiert und nur die Struktu- 
ren werden abgebildet, die sich in der Fokusebene des Ob- 
jektivs befinden. Wird die Strahlung auf unterschiedliche 
Ebenen fokussiert, so konnen aus der Abtastung dieser in 
Richtung der Z-Achse gestaffelten Ebenen dreidimensionale 
Bilder einer Probe berechnet werden. 

Dazu wird eine erste Lochblende punktfprmig verkleinert 
in die Objektebene abgebildet, wobei als Beleuchtungs- 
quelle Laser dienen. Der punktfdrmige Laserstrahl wird mit 
Hilfe von Abienkspiegeln rasterforrnig Ort fur Ort und Zeile 
fur Zeile uber die Probe bewegt. Durch das Mikroskopob- 
jektiv hindurch wird das von der Probe reflektierte und/oder 
emittierte Licht auf eine zweite Lochblende fokussiert, die 
konjugiert zur ersten Lochblende angeordnet ist. Die Anord- 
nung dieser beiden Lochblenden hat zur Folge, daB nur In- 
formationen aus der Fokusebene zu einem oder mehreren 
Detektoren gelangen, die der zweiten Lochblende nachge- 
ordnet sind. 

Das Streulicht, das oberhalb und unterhalb des Fokus ent- 
steht, wird durch die zweite Lochblende eliminiert. Die mit 
einer zweidimensionalen Ablenkung ermittelten Infcrmatio- 
nen aus mehreren ubereinanderliegenden Abbildungsebe- 
nen werden gespeichert und zu Bildern weiterverarbeitet. 

Dieses Prinzip der konfokalen Laser-Scan- Mi kroskopie 
ist beispielsweise beschrieben in Schroth: "Konfokale La- 
ser-Scaning-Mikroskopie, eine neue Untersuchungsme- 
thode in der Materialprufung*', Zeitschrift Materialprufung 
Jg. 39 (1997), Heft 6, Seiten 264 ff. 

Weiterhin ist aus den "Mitteilungen fur Wissenschaft und 
Technik", Band n, Nr. 1, Seiten 9-19, Juni 1995 bekannt, als 
Beleuchtungsquelle in Laser-Scan-Mikroskopen entweder 
einzelne Laser mit jeweils einer Wellenlange oder auch 
"Multi-Line"-Mischgas-Laser mil einer Vielzahl von nutz- 
baren Wellenlangen zu verwenden. Damit wird die Mog- 
lichkeit eroffnet, neben den klassischen Kontrastierverfah- 
ren Hellfeld, Phasenkontrast und Interferenzkontrast die 
Konfokalmikroskopie fur die Fluoreszenztechnik zu nutzen. 
Dabei wird davon ausgegangen, daB unterschiedliche Fluo- 
rochrome, deren Anregungs- und Emissionswellenlangen in 
verschiedenen spektralen Bandem liegen, die Darsiellung 
von Sl.rukl.uren gleichzeilig in mehreren Floreszenzfarbun- 



gen erlauben. So konnen in Abhangigkeit von den spektra- 
len Eigenschaften verschiedener Farbstoffmolekule neben 
morphologischen Informationen auch Aussagen uber phy- 
siologische Parameter gewonnen werden. Nutzt man das 

5 Konfokalmikroskop fur fluorometrische Verfahren, lasscn 
sich Aufschliisse iiber Veranderungen der Konzentrat.ion 
von Ionen und Molekulen ableiten. Hierbei sind auch Indi- 
katoren von Bedeutung, die zusatzlich zur Intensitatsabhan- 

• gigkeit eine Verschiebung des Anregungs- oder Emissions- 

10 spektrums zeigen und insofern eine Quantifizierung von lo- 
nenkonzentrationen ermoglichen. Weiterhin wird in diesem 
Zusammenhang das Photo-Bleich- Verfahren vorgeschlagen, 
bei dem eine definierte Inhomogenitat erzeugt wird, urn uber 
die Dynamik des sich anschlieBend einstellenden Gleichge- 

15 wichtes Objektinformationen wie Fluiditat und Diffusion er- 
halten zu konnen. 

Aus der vorgenannten Veroffentlichung ist es bekannt, 
Ar-Kr-Laser zur Fluoreszenzanregung im sichtbaren Spek- 
tralbereich mit den Linien 488 nm, 568 nm und 647 nm ein- 

20 zusetzen. Diese Linien werden in einem Laserstrahl verei- 
nigt und uber Lichtleitfasern der Scan-Einrichtung zuge- 
fuhrt. Zur Anregung im DV-Bereich wird ein Ar- Laser der 
Wellenlangen 351 nm und 364 nm vorgeschlagen. Au 
hierfur erfolgt die Einkopplung in die Scan-Einrichtung 

25 uber Lichtleitfasern. 

Die hier beschriebenen Verfahren und Anordnungen las- 
sen sich zur Aufnahme von 3D-Datensatzen- nutzen, die 
z. B. eine zuverlassige Zuordnung von raumlichen Zell- 
oder Gewebestrukturen innerhalb einer Mikroarchitektur 

30 oder die Lokalisation mehrerer Genorte in den Chromoso- 
men bei FISH-Experimenten erlauben. 

Allerdings besteht dabei der Nachteil, daB die jeweilige 
Probe uber den gesamten Scan-Bereich mit der im Lasermo- 
dul erzeugten und in die Scan-Einrichtung eingekoppelten 

35 Laserstrahlurig beaufschlagt wird. Damit ist der gesarnte 
Scan-Bereich einer relativ hohen Strahlenbelastung ausge- 
setzt, was insbesondere bei der Untersuchung lebender Or- 
ganismen zu unerwunschten Effekten und unzureichenden 
Ergebnissen fuhrt. 

40 Weiterhin besteht der Nachteil, daB bei Anregung der 
Probe mit unterschiedlichen Wellenlangen, etwa der vorge- 
nannten Laserlinien, keine eindeutige Detektion und Bewer- 
tung der von einem bestimmten Ort einer Probe emittierten 
und/oder reflektierten Strahlung moglich ist, da der Eff 

45 des gegenseitigen "Durchblutens" der einzelnen Spektram- 
nien auftritt. . 

Ausgehend davon liegt der Erfindung die Aufgabe zu- 
grunde, ein Verfahren zur Laser- San-Mikroskopie der vor- 
beschriebenen Art derart weiterzubilden, daB sowohl eine 

50 geringere Strahlenbelastung der Probe als auch eine prazi- 
sere Bild-Auswertung erzielt werden. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB 
wahrend der Ablenkung des Laserstrahles von Ort zu Ort 
eine Veranderung der spektralen Zusammensetzung und/ 

55 oder der Intensitat des Lichtes vorgenommen wird. Das er- 
folgt, indem entweder die Einkopplung einzelner oder meh- 
rerer Spektralanteile oder auch die Einstrahlung des Lichtes 
insgesamt zeitweise unterbrochen wird oder indern zeit- 
weise einzelne oder rnehrere Spektralanteile zusatzlich in 

60 den Mikroskopstrahlengang eingekoppelt. werden, wahrend 
die Ablenkung des Mikroskopstrahlenganges ununterbro- 
chen fortgesetzt wird. 

Dadurch wird erreicht, daB mindestens zwei nebeneinan- 
der liegende Orte der Probe mit Licht unlerschiedlicher 

65 Spektraleigenschaften und/oder mit Laserstrahlung unler- 
schiedlicher Intensitat beaufschlagt. werden. Durch zeit- 
weise Unterbrechung der Einkopplung des Laserlichies 
wahrend der Ablenkung des Mikroskopstrahlenganges isles 
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moglich, nur ausgewahlte Abschnitte des Bildfeldes rnit der 
Laserstrahlung zu beaufschlagen. 

Eine Schonung der Probe wird insofern erreicht, als iedig- 
lich die fur die Bildauswertung relevanten Bereiche einer 
Probe mil. Laserstrahlung hoherer Intensitat beaufschlagt 
werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltungsvariante des erfin- 
dungsgema'Ben Verfahrens ist vorgesehen, daB die spektrale 
Zusammensetzung und/oder die Intensitat des Laserlichtes 
wahrend der Abtastung rnehrerer nebeneinanderliegender 
Orte, die so eine Abtastzeile bilden, geandert wird. Dabei 
kann die Ablenkung uber die Orte dieser Zeile hinweg so- 
wohl mehrfach in gleicher Richtung oder auch bidirektionai 
erfolgen. ErfindungsgemaB ist beispielhaft vorgesehen, bei 
jedem Scan uber die Orte dieser Zeile hinweg, unabhangig 
davon, ob dieser in gleicher Richtung oder entgegengesetzt 
erfolgt, die Veranderung der spektralen Zusammensetzung 
bzw. der Intensitat immer in Bezug auf dieselben nebenein- 
ander liegenden Orte dieser Zeile vorzunehmen, wodurch 
die Qualitat der Bildauswertung erhoht wird, wahrend der 20 
Energieeintrag in die grobe begrenzt bleibt. Hierdurch er- 
reicht man zugleich, daB einzelne aneinandergrenzende Orte 
der Probe ohne den Effekt des gegenseitigen "Durchblutens" 
einzelner Spektralbereiche betrachtet werden konnen. 

Die unterschiedliche spektrale Zusammensetzung der in 25 
den Mikroskopstrahlengang eingekoppelten Laserstrahlung 
. erreicht man beispielsweise, indem die von mehreren Lini- 
enlasern etwa rnit den Wellenlangen 633 nm, 568 nm, 
543 nm, 514 nm, 488 nm und 458 nm bereitgestellte Strah- 
lung nach Bedarf bzw. in Abhangigkeit von den Eigenschaf- 30 
ten der auszuwertenden Probe rnit einer einzelnen Wellen- 
lange, mit einer Auswahl rnehrerer Einzel wellenlangen oder 
mit alien verfugbaren Einzelwellenlangen eingekoppelt 
wird. Neben dieser Strahlung im VIS-Bereich konnen wei- 
ter Wellenlangen im UV-Bereich, etwa 351 nm und 364 nm, . 35 
zur Einkopplung bereitgestellt werden. 

In bevorzugten Ausgestaltungen der Erfindung erfolgt die 
Einkopplung der Laserstrahlung in den Mikroskopstrahlen- 
gang poiarisationserhaltend iiber Single-Mode-Fasern. Die 
Einstellung der jeweils zur Einstrahlung vorgesehenen La- 40 
serlinien auf eine gewunschte Helligkeit wird vorteilhafter- 
weise mit einem akusto-optisch durchstimmbaren Filter 
(AOTF) vorgenornmen, dem auch noch ein akusto-optischer 
Modulator (AOM) nachgeordnet sein kann. Die Anpassung 
der jeweiligen Laserwellenlange an das jeweils in den Strah- 45 
lengang gestellte Mikroskopobjektiv erfolgt sowohl fur den 
UV- als auch fur den VIS-Bereich durch variable Strahlkol- 
limation. 

Eine weitere bevorzugte Ausgestaltung des erfindungsge- 
maBen Verfahrens besteht darin, daB das von jedem einzel- 
nen beaufschlagten Ort der Probe reflektierte und/oder emit- 
tierte Licht im Hinblick auf seine spektralen Eigenschaften 
und seine Intensitat bewertet wird, wobei die Bewertung 
synchron zur Beaufschlagung desselben Ortes und unterBe- 
rucksichtigung der spektralen Zusammensetzung und/oder 55 
der Intensitat des Laserlichtes erfolgt, mit. dem dieser Ort. 
beaufschlagt wurde. Damit bietet sich die Moglichkeit, den 
abgetasteten Abschnitt der Probe bezogen auf die einzelnen 
Orte auszuwerten, was zu einer sehr hohen Auflosung und 



Detektionskanal identische optische Schnitte bei er simulta- 
nen Aufnahme von Mehrfachrluoreszenzpraparaten erzeugt 
werden. 

In diesem Zusammenhang ist erfindungsgemaB vorgese- 
hen, da!3 die spektrale Zusammensetzung und/oder die In- 
tensitat des in den Mikroskopstrahlengang eingekoppelten 
Laserlichtes der Anregungsstrahlung eines in der Probe ent- 
haltenen oder auf die Probe aufgebrachten Fluoreszenzfarb- 
stoffes entspricht und die einzelnen Detektionskanale fur 
den Empfang der vom Fluoreszenzfarbstoff ausgehenden 
Emissionsstrahlung ausgelegt sind. Damit ist es moglich, 
Laserlicht zur Anregung unterschiedlicher Fluoreszenzfarb- 
stoff zu erzeugen und aus der Detektion Ruckschliisse auf 
die Verteilung dieser FluoreszenzfarbstofTe auf bzw. in der 
Probe zu Ziehen. 

Eine weitere sehr bevorzugte Ausgestaltung der Erfin- 
dung besteht darin, daB permanent eine Bewertung der spek- 
tralen Zusammensetzung und/oder der Intensitat des einge- 
koppelten Laserlichtes vorgenornmen wird und eine mathe- 
matische Verknupfung der Bewertungsergebnisse der auf ei- 
nen bestimmten Ort gerichteten Laserstrahlung mit den Be- 
wertungsergebnissen des von diesem Ort reflektierten und/ 
oder emittierten Lichtes erfolgt. Im Ergebnis dieser Ver- 
knupfung kann beispielsweise die Ablenkposition des Mi- 
kroskopstrahlenganges fur zwei nebeneinanderliegende 
Orte ermittelt nach den Koordinaten x,y,z bestimmt werden, 
fur die bei der Auswertung iiber einen vorgegebenen 
Schwellwert hinausgehende Unterschiede der spektralen Ei- 
genschaften des Lichtes nachweisbar sind, das von diesen 
Orten reflektiert und/oder emittiert wird, woraus auf das 
Vorhandensein einer optischen Grenzschicht zwischen die- 
sen beiden Orten zu schlieBen ist. Diese Ablenkpositionen 
werden erfindungsgemaB gespeichert und der Berechnung 
von Flachen und/oder Volumina zugrunde gelegt, die von 
optischen Grenzschichten innerhalb der Probe umschlossen 
sind. 

Mit den so gewonnenen und gespeicherten Ablenkposi- 
tionen ist es auBerdem moglich, Stellsignale fur die spek- 
trale Zusammensetzung und/oder der Intensitat des Laser- 
lichtes fur die Beaufschlagung dieser Orte bei einem nach- 
folgenden Abtastzyklus zu ermitteln und vorzugeben, wo- 
mit eine selbsttatige Optimierung bei der Bildauswertung 
unter Berucksichtigung der optischen Eigenschaften der 
Probe bzw. des Fluoreszenzfarbstoffes erzielt wird. 

Insbesondere ist das erfindungsgemaBe Verfahren vorteil- 
haft fur das sogenannte Photobleichen nutzbar. Dabei wird 
wahrend der Abtastung ein ausgewahltes Areal einer Probe 
zunachst mit einer verhaltnismaBig hohen Strahlungsinten- 
sitat beaufschlagt und dadurch ein Bleichvorgang ausgelost. 
50 Mit den unmittelbar nachfolgenden Abtastzyklen werden 
die einsetzenden Reaktionen optisch erfaBt und ausgewertet, 
woraus Informationen uber die sofort nach dem Bleichvor- 
gang in der Probensubstanz ablaufenden dynamischen Pro- 
zesse, wie Diffusion und Transportprozesse, gewonnen wer- 
den konnen. 

Hierzu muB die Abtastung mit sehr hoher Zeitauflbsung 
erfolgen, was erfindungsgemaB mit der hinreichend schnel- 
len, synchron zur Strahiabienkung erfolgenden Umschal- 
tung zwischen unterschiedlichen Intensitaten und unler- 



zu einer hochstrnoglichen Genauigkeir. bei der Bildauswer- 60 schiedlichen spektralen Zusamrnensetzungen des auf 



tung fuhrt. 

Im Rahrnen der Erfindung liegt es ebenfalls, daB das von 
jedem einzelnen beaufschlagten Ort reflektierte und/oder 
emittierte Laserlicht rnit mehreren Detektionskanalen detek- 
tiert wird, wobei die einzelnen Detektionskanale zurn Emp- 
fang unterschiedlicher Spektralanteile ausgelegt sind. Damit 
sind sehr gute Bedingungen fur die Untersuchung von Mul- 
tiMuareszenzpraparaten gegeben, und es konnen iiber jeden 



ein- 



65 



zelne Orte der Probe treffenden Lichtes erreicht wird. 

Die schnelle Umschaltung zwischen unterschiedlichen 
Intensitaten und unterschiedlichen spektralen Zusamrnen- 
setzungen der Laserstrahlung wird mit. einem akusto-optisch 
durchstimmbaren Filter (AOTF) vorgenornmen, der sinnge- 
inafi, jedoch wesentlich schneller, die Funktion verschiede- 
ner im Strahlengang gegeneinander austauschbarer Filter 
ubernirrimt und daruberhinaus auch noch einzelne Laser-Li- 
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nien bzw. beliebige Kombinationen von Linien rnit hoher 
zeitlicher Dynamik in der Intensitat modulieren kann. 

Funktionsweise und Anwendung des AOTF sind bei- 
spielsweise ausfiihrlich beschrieben in: String, Kenneth, R.: 
"Wavelength Selection for Illuminaton in Fluorescence Mi- 5 
croscopy", NIH, LKEM, Building 10/6N309, Bcthexda, 
MD 20892, April 1993. Weiterhin sind konkrele Anwen- 
dungsbeispiele fur AOTF in den US-Patenten US 
5,444,528, US 5,3777,003 und US 5,216,484 dargelegt. 

Die Zeitsynchronitat zwischen der Ansteuerung des to 
AOTF zur Modulation der Laserstrahlung und der Ansteue- 
rung der Scan-Einrichtung zur Strahlablenkung wird da- 
durch erzielt, daB den von der Ansteuereinrichtung an die 
Scan-Einrichtung ausgegebenen Steuersignalen jeweils be- 
stirnmte Steuersignale fur den AOTF zugeordnet werden. 15 
So erfolgen die Ansteuerung der San-Einrichtung und die 
Ansteuerung des AOTF stets synchron, d. h. der Ausgabe 
eines Steuerimpulses fur die Scan-Einrichtung sind zeitlich 
stets auch Steuerimpulse fur den AOTF angefugt. 

Das bedeutet andererseits, daB jeder Ablenkposition und 20 
darnit jedem Ort der Probe eine charakteristische Intensitat 
und/oder spektrale Zusammensetzung des Lichtes zugeord- 
net werden kann. 

Dazu sind die Schaltungsanordnungen zur Ausubung des 
Verfahrens im Hinblick auf sehr kurze Laufzeiten der Steu- 25 
erimpulse von der Ausgabe bis zur Umschaltung der Strahi- 
modulation durch den AOTF optimiert. Diese liegen inrBe- 
reich vori < 10 ms. Eine Verfahrensvariante besteht darin, 
bei der Ansteuerung des AOTF bzw, der Scan-Einrichtung 
Vorhalte- bzw. Vorlaufzeiten fur die Umschaltung der Inten- 30 
sitat und Spektralzusammensetzung und/oder fur die Ablen- 
kung vorauszuberechnen, damit genau der vorgesehene Ort 
auch mit der vorgesehenen Strahlungsintensitat und spektra- 
len Zusammensetzung beaufschlagt wird. 

Die.Erfindung bezieht sich weiterhin auf ein Laser-Scan- 35 
Mikroskop zur Durchfuhrung der vorgenannten Verf ahrens- 
schritte, mit einem Lasermodul zur Erzeugung von Laser- 
licht mit verschiedenen auswahlbaren Spektralanteilen, mit 
Single-Mode-Fasern zur Einkopplung des Laserlichtes in 
den Mikroskopstrahlengang, mit einer mindestens zweidi- 40 
mensional ablenkenden Scan-Einrichtung, mit einem Mi- 
kroskopobjektiv, welches das Laserlicht auf eine Probe . fo- 
kussiert, mit mehreren Detektoren fur den Empfang ver- 
schiedener Spektralanteile des von der Probe reflektierten 
und/oder emittierten Lichtes und mit einer Auswerteschal- 45 
turig, die den Ausgangen der Detektoren nachgeschaltet ist. 

ErfindungsgemaB sind in einem solchen Laser-Scan-Mi- 
kroskop im Lasermodul mehrere einzeln ansteuerbare Ein- 
zel- und/oder Multiwellenlangen laser vorgesehen, dem La- 
sermodul ist ein Strahlvereiniger, ein akusto-optisch durch- 50 
stimrnbarer Filter (AOTF) und/oder ein akusto-optischer 
Modulator (AOM) nachgeschaltet, den Single- Mode I- Fa- 
sern sind Kollimationsoptiken nachgeordnet, deren Ab- 
stande zum jeweiligen Faserende veranderbar sind und die 
mit ansteuerbaren Stelleinrichtungen gekoppelt sind. Als 55 
Detektoren sind Photomuluplier (PMT) vorgesehen, von de- 
nen jeweils einer einem Reflexions- oder Emissionsband 
und somit einem Detektionskanal zugeordnet ist. Zur Auf- 
zweigung der von der Probe ausgehenden Strahlung in die 
einzelnen Detektionskanale sind auf Teilerradern angeord- 60 
nete und durch Drehung der Teilerrader gegeneinander aus- 
tauschbare Filter und/oder Farbteiler vorhanden, wobei je- 
des Teilerrad ebenfalls mit einer ansteuerbaren Stelleinrich- 
tung gekoppelt ist. Des weiteren sind die Steuereingange des 
Lasermoduls, des AOTF, des AOM, der Scan-Einrichtung 65 
sowie der Stelleinrichtungen fur die Teilerrader und die Kol- 
limationsoptiken mit den Ausgangen der Auswerteschal- 
tung verbunden. 
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In einer Ausgestaltungsvariante des Laser-Scan-Mi kro- 
skops ist der auf die Probe gerichtete Mikroskopstrahlen- 
gang aufgezweigt und einer der Zweige auf einen optoelek- 
tronischen Empfanger gerichtet, dessen Ausgang ebenfalls 
mit der Ansteuereinheit verbunden ist. 

Weiterhin ist in einer bevorzugten Ausgestaltungsvariante 
vorgesehen, daB in der Auswerteschaltung eine mathemati- 
sche Verknlipfung der Ausgangssignale des optoelektroni- 
schen Empfangers mit den Ausgangssignalen der PMT und/ 
oder mit den Ablenksignalen fur die. Scan-Einrichtung er- 
folgt, wobei am Ausgang der Auswerteschaltung optimierle 
Stellsignale fur das Lasermodul, das AOTF, dem AOM, die 
Scan-Einrichtung und fur die Stelieinrichtung zur Verfu- 
gung gestellt werden. 

Die Erfindung soil nachfolgend anhand eines Ausfuh- 
rungsbeispieles naher erlautert werden. In den dazugehori- 
gen Zeichnungen zeigen 

Fig. 1 den prinzipiellen Aufbau eines Laser-Scan-Mikro- 
skops 

Fig. 2 das Prinzip der Ablenkung des Laserlichtes uber 
die einzelnen Orte einer Probe. 

In Fig. 1 ist ein Lasermodul 1 dargestellt, das mit den La- 
sern 2, 3 und 4 zur Erzeugung von Laserlicht im sichtbar 
Bereich mit den Wellenlangen 633 nm, 543 nm und 458 nm 
ausgestattet ist. Die von diesen Lasem ausgehende Strah- 
lung wird uber mehrere Strahlvereiniger 5, ein AOTF 6 und 
eine Faser 7 in eine Scan-Einrichtung 8 eingekoppeit, die 
mit einer in den Koordinaten x und y strahlablenkenden Ein- 
heit 9 ausgestattet ist. 

In einem zweiten Lasermodul 10 ist ein UV-Laser vorge- 
sehen, dessen Licht uber ein AOTF 11 und eine Lichtleitfa- 
ser 12 in die Scan-Einrichtung 8 eingekoppeit wird. 

In beiden Strahlengangen sind den Lichtleitfasem 7 und 
12 Kollimationsoptiken 13 nachgeordnet, deren Abstande 
zum jeweiligen Faserende veranderbar sind und die zu die- 
sem Zweck mit einer ansteuerbaren Stelieinrichtung (zeich- 
nerisch nicht dargestellt) gekoppelt sind. 

Von der strahlablenkenden Einrichtung 9 wird die Laser- 
strahlung durch ein Scan-Objektiy 14 in den Strahlengang 
des vereinfacht dargestellten Mikroskops 15 eingekoppeit 
und hier auf eine Probe 16 gerichtet. Dabei passiert die La- 
serstrahlung eine Tubuslinse 17, einen Strahlteiler 18 und 
das Mikroskopobjektiv 19. 

Das von dem jeweils beaufschlagten Ort der Probe refl 
tierte und/oder emittierte Licht gelangt durch das Mikro- 
skopobjektiv 19 zuriick zur strahlablenkenden Einrichtung 
9, passiert danach einen Strahlteiler 20 und wird mit Hilfe 
der Abbildungsoptik 21 nach Aufzweigung in mehrere De- 
tektionskanale 22 auf Photomultiplier 23 gerichtet, von de- 
nen jeweils einer einem der Detektionskanale 22 zugeordnet 
ist. Zum Zweck der Aufzweigung in die einzelnen Detekti- 
onskanale 22 wird das Licht von einem Umlenkprisma 24 
auf dichroitische Strahlteiler 25 gerichtet. In jedem Detekti- 
onskanal 22 sind sowohl in Richtung als auch senkrecht zur 
Strahlungsrichtung verstellbare und in ihren Durchmessem 
veranderbare Pinholes 26 sowie Emission sfilter 27 vorgese- 
hen. 

Die Ausgange der Photomultiplier 23 fiihren zu den Si- 
gnaleingangen einer Auswerteschaltung 28, die ihrerseils 
mit einer Ansteuereinrichtung 29 verbunden ist. Die Aus- 
gange der Ansteuereinrichtung 29 sind mit den Signalein- 
g an gen der Laserrnodule 1 und 10 sowie mit Signaleingan- 
gen der Stelleinrichtungen zur Beeinflussung der Position 
von optischen Elementen bzw. Baugruppen, wie beispiels- 
weise der Position der Kollirnationsoptiken 13, der Pinholes 
26 u. a. verbunden (im Detail nicht. dargestellt). 

Beispielhaft ist die in die Scan-Einrichtung 8 eingekop- 
pelte Laserstrahlung durch einen Strahlteiler 30 verzweigt, 
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wobei einer der Zweige auf einen optoelektronischen Emp- 
fanger 31 gerichtet ist, dem mehrere auf Filterradern ange- 
ordnete und durch Drehung der Filterrader gegeneinander 
austauschbare Linienfilter 32 und ebenso gegeneinander 
austauschbare Neutralfilter 33 vorgeordnet sind. Der Aus- 
gang des Em pf angers 31 liegt ebenfalls an einem Signalcin- 
gang der Auswerteschaltung 28. Die Filterrader, auf denen 
die Linienfilter 32 und die Neutralfilter 33 angeordnel sind, 
sind mit Stelleinrichtungen gekoppelt, deren Steuereingange 
mit Signalausgangen der Ansteuereinrichtung 29 verbunden 
sind (zeichnerisch nicht dargestellt). 

Beim Betreiben des Laser-Scan-Mikroskops wird die op- 
tische Achse 38 des Mikroskopstrahlenganges durch die 
Scan-Einrichtung 8, wie in Fig. 2 symbolisch dargestellt, in 
Richtung der Koordinate X von Ort zu Ort und in Richtung 
der Koordinate Y von Zeile zu Zeile rasterformig iiber eine 
zu scannende Objektebene 34 gefiihrt, in der das auszuwer- 
tende Detail 35 einer Probe liegt. 

Nach dem Stand der Technik wurde bisher Laserlicht mit 
wahrend des Scannens gleichbleibender spektraler Zusam- 
mensetzung bzw. Intensitat in den Mikroskopstrahlengang 
eingekoppelt, was dazu gefiihrt hat, daft insbesondere bei 
hochauflosenden Strukturuntersuchungen an extrem kon- 
trastarmen Objekten, beispielsweise einzelnen Zellen, Orga- 
nelles Organismen oder Parasiten, durchgangig eine hohe 
Strahlenbelastung erforderlich war, um Bilder mit ausrei- 
chendem Hellfeld- oder Phasenkontrast zu erhalten. 

Um nun die Strahlenbelastung reduzieren und die Quali- 
tat der Bildauswertung trotzdem erhohen zu konnen, ist er- 
findungsgemaB vorgesehen, daB wahrend der Abtastung ei- 
ner Zeile und/oder der Objektebene 34 die Einkopplung ein- 
zelner oder'mehrerer Spektralanteile, gegebenenfalls auch 
des gesamten Spektrums, zeitweise unterbrochen wird oder, 
alternativ hierzu, einzelne bzw. mehrere Spektralanteile 
zeitweise zusatzlich eingekoppelt werden. 

Wahrend der Anderung der spektralen Zusammensetzung 
bzw. der Intensitat des Laserlichtes bleibt die strahiablen- 
kende-Einrichtung 9 ununterbrochen in Tatigkeit. Auf diese 
Weise wird erreicht, daB beispielsweise die Orte 36 und 37 
innerhalb einer Abtastzeile bzw. innerhalb der abzutasten- 
den Probe unterschiedlich beaufschlagt werden. Damit ist es 
moglich, die Orte 37, die sich innerhalb des auszuwertenden 
Details 35, beispielsweise einer Zeile, befinden, einer gerin- 
geren Strahlung auszusetzen. 

Unigekehrt. wird bei der Abtastung der Orte 37 eine Erho- 
hung der Intensitat und/oder eine Veranderung des Spek- 
trums der Laserstrahlung vorgenommen, sofern das wiin- 
schenswert. ist, wie beispielsweise bei der Anwendung des 
erfindungsgernaBen Verfahrens zumZweck des Photoblei- 
chens, wobei es darauf ankommt, ausgewahlte Areale der 
Probe mit einer sehr hohen Strahlungsintensitat zu beleuch- 
ten, um unmittelbar danach die dann einsetzenden dynami- 
schen Prozesse verfolgen zu konnen. 

Mit dem erfindungsgernaBen Verfahren und mit der erfin- 
dungsgernaBen Anordnung ist es weiterhin moglich, das von 
jedem einzelnen der beaufschlagten Orte 36 und 37 reflek- 
tierte und/oder einittierte Licht in den einzelnen Detektions- 
kanalen 22 zu empfangen, wobei die einzelnen Detektions- 
kanale 22 jeweils zum Ernpfang unterschiedlicher Spektral- 
anteile des voni jeweiligen Ort ausgehenden Lichtes modifi- 
ziert sind. 

Eine Besondedieit. des erfindungsgemaBen Verfahrens be- 
steht darin, daB die Detektion und die Auswertung des von 
jedem beaufschlagten Ort ausgehenden Lichtes synchron 
zur Beaufschlagung des betreffenden Ortes erfolgt. Insofem 
kann fur jcden einzelnen der Orte 36 und 37 der Probe die 
Anregungswellenlange und die Emissionswellenlange be- 
vverlet. werden, woraus SchluBfolgerungen auf die Eigen- 
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schaften der Probe genau an dem betrachteten Ort herleitbar 
sind. 

Mit der erfindungsgemaBen Anordnung ist es weiterhin 
moglich, anhand der von dem optoelektronischen Empfan- 
ger 31 abgegebenen Signale permanent die Zusammenset- 
zung und die Intensitat des Laserlichtes zu kontrollieren, das 
auf die Probe gerichtet. ist und diese Signale zum Ausgleich 
selbst kleinster Intensi tats sen wankungen iiber die Ansteuer- 
einrichtung 29 zu nutzen. 

Mit einer- in die Auswerteschaltung 28 integrierten Re- 
chenschaltung wird jeweils die Anregungsstrahlung und 
Emissionsstrahlung bewertet, die auf ein und denselben Ort 
bezogen ist. Auf diese Weise ist exakt feststeilbar, ob bei der 
Ablenkung der Laserstrahlung von einem Ort zum anderen, 
beispielsweise von unmittelbar benachbarten Orten 36 und 
37, eine Anderung der Emissionswellenlange oder der In- 
tensitat der emittierten Strahlung zu verzeichnen ist, die in 
ihrem AusmaB iiber einen vorgegebenen Schweilwert hin- 
ausgeht. Sofem das der Fall ist, kann auf das Vorhandensein 
einer optischen Grenzschicht bei den benachbarten Orten 36 
und 37 geschlossen werden. 

Da fur diese Orte 36, 37 wie fur jeden anderen abgetaste- 
ten Ort der Probe auch die Daten der Ablenkpositionen in 
der Ansteuereinrichtung 29 und/oder der Auswerteschal- 
tung 28 verfiigbar sind, lafit sich mit dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren anhand relevanter Ablenkpositionen der Ver- 
lauf derartiger optischer Grenzschichten ermitteln und unter 
Zugrundelegung dieser Ablenkpositionen schlieBlich die 
Flache bzw. das Volumen berechnen, das von den optischen 
Grenzschichten eingeschlossen ist. 

Es sei der Vollstandigkeit halber darauf hingewiesen, daB 
die in Fig. 2 dargesteilte Objektebene 34 sich lediglich auf 
eine Abtastebene der Probe bezieht. Selbstverstandlich ist es 
moglich, mehrere Ebenen der Probe abzutasten, indem die 
Laserstrahlung auf unterschiedliche Koordinaten in z-Rich- 
tung, d. h. senkrecht zur dargestellten Flache, fokussiert 
wird. 

Bezugszeichenliste 

I Lasermodul 
2-4 Laser 

5 Strahlvereiniger 

6 AOTF 

7 Lichtleitfaser 

8 Scan-Einrichtung 

9 Strahlablenkende Einrichtung 

10 Lasermodul 

II AOTF 

12 Fasern 

13 Kollimationsoptik 

14 Scanobjektiv 

15 Mikroskop 

16 Probe 

17 Tubusiinse 
18, 20 Strahlteiler 

19 Mikroskopobjektiv 

21 Abbildungsoptik 

22 Detekt.ionskanale 

23 Photo-Multiplier (PMT) 

24 Umlenkprisrna 

25 dichroitische Strahlteiler 

26 Pinholes 

27 Emissionsrilter 

28 Auswerteeinheit 

29 Ansleuereinrichl.ung 

30 Strahlteiler 

31 optoeleklronischer Emplanger 
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32 Linienfilter 

33 Neutralfilter 

34 Objektfeld 

35 Detail 

36, 37 Orte 5 
38 Optische Achsc des abgelenkten Mikroskopstrahlengan- 
ges 

Patentanspruche 

10 

1 . Verfahren zur konfokalen Mikroskopie, bei dem La- 
serlicht verschiedener Spektralbereiche in einen in 
mindestens zwei Koordinaten abgelenkten Mikroskop- 
strahlengang eingekoppelt und zeitlich nacheihander 
auf Orte einer Probe gerichtet wird, wobei die Probe in 15 
mindestens einer Ebene Ort fur Ort und Zeile fur Zeile 
mit dem Laserlicht beaufschlagt und aus dem von den 
beaufschlagten Orten reflektierten und/oder emittierten 
Licht ein Bild der abgetasten Ebene generiert wird, da- 
durch gekennzeichnet, daB die spektrale Zusammen- 20 
setzung und/oder die Intensitat des in den Mikroskop- 
strahlengang eingekoppelt Laserlichtes verandert wird, 
wahrend die Ablenkung ununterbrochen fortgesetzt 
wird, wodurch mindestens zwei nebeneinanderlie- 
gende Orte der Probe mit Licht unterschiedlicher Spek- 25 
traleigenschaften und/oder unterschiedlicher Intensitat 
beaufschlagt werden. 

2. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die spektrale 
Zusamrnensetzung und/oder die Intensitat des Laser- 30 
lichtes wahrend der Ablenkung durch zeitweise zusatz- 
liche Einkopplung einzelner oder mehrerer Spektralan- 
teile oder durch zeitweises Unterbrechen der Einkopp- 
lung einzelner oder mehrerer Spektralanteile verandert 
wird. 35 

3. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach An- 
spruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Ein- 
kopplung des Laserlichtes wahrend der Ablenkung 
zeitweise unterbrochen wird. 

4. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach einem 40 
der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, ' 
daB die Anderung der spektralen Zusamrnensetzung 
und/oder der Intensitat des Laserlichtes wahrend der 
Ablenkung auf Orte erfolgt, die in einer Zeile neben- 
einanderliegen, wodurch mindestens Orte dieser Zeile 45 
mit Laserstrahlung unterschiedlicher Spektraleigen- 
schaften und/oder unterschiedlicher Intensitat beauf- 
schlagt werden. 

5. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach An- 
spruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die in einer 50 
Zeile nebeneinanderliegenden Orte rhehrfach mit dem 
eingekoppelten Laserlicht beaufschlagt und dabei stets 
dieselben Orte Laserlicht mit unterschiedlicher spek- 
traler Zusamrnensetzung und/oder mit unterschiedli- 
cher Intensitat ausgesetzt werden. 55 

6. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach einem 
der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB Spektralanteile mit den Wellenlangen X Al = 
633 nm, X A2 = 568 nm,.A. A3 = 543 nm, X M = 514 nm, 
X A5 = 4S8 nm und/oder X A6 = 458 nm im VIS-Bereich 60 
sowie mit den Wellenlangen X A1 = 351 nm und/oder 
^ A8 = 364 nm im UV-Bereich zeitweise zusatzlich ein- 
gekoppelt werden oder deren Einkopplung zeitweise 
unterbrochen wird. 

7. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach einem 65 
der vorgenannten Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB das von jedem einzelnen beaufschlagten Ort der 
Probe. rellektierte und/oder emittierte Licht im Hinblick 
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auf seine spektralen Eigenschaften und seine Intensitat 
bewertet wird, wobei die Bewertung zeitlich synchron 
zur Beadfschlagung desselben Ones und unterBeriick- 
sichtigung der spektralen Zusamrnensetzung und/oder 
der Intensitat des Laserlichtes erfolgt, mit dem dieser 
Ort beaufschlagt wurde. 

8. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach An- 
spruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das von jedem 
einzelnen beaufschlagten Ort reflektierte und/oder 
emittierte Laserlicht mit mehreren Detektionskanalen 
detektiert wird, wobei die einzelnen Detektionskanale 
zum Empfang unterschiedlicher. Spektralanteile ausge- 
legt sind. 

9. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach einem 
der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die spektrale Zusamrnensetzung und/oder die In- 
tensitat des in den Mikroskopstrahlengang eingekop- 
pelten Laserlichtes der Anregungsstrahlung eines in 
der Probe enthaltenen oder auf die Probe aufgebrachten 
Fluoreszenzfarbstoffes entspricht und die einzelnen 
Detektionskanale zum Empfang der vom Fluoreszenz- 
farbstoff ausgehenden Emissionsstrahlung ausgele^ 
sind. 

10. Verfahren zur konfokalen Mikroskopie nach einem 
der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine mathematische Verknupfung von Daten, die 
die spektrale Zusamrnensetzung und/oder die Intensitat 
des auf einen Ort gerichteten Laserlichtes charakteri- 
sieren, von Daten der Bewertungsergebnisse des von 
demselben Ort reflektierten und/oder emittierten Lich- 
tes und der diesem Ort entsprechenden Abienkpositio- 
nen zum Zweck der Bestintmung der von ausgewahlten 
Orten eingegrenzten Flachen unaVoder.Volumina und/ 
oder zur Ermittlung von Stelisignalen fur die Anderung 
der spektralen Zusamrnensetzung und/oder der Intensi- 
tat des auf diesen Ort zu richtenden Laserlichtes vorge- 
nommen wird." 

11. Laser-Scan-Mikroskop zur Durchfuhrung des Ver- 
fahrens nach einem der vorgenannten Anspruche, mit 
einem Lasermodul zur Erzeugung von Laserlicht mit 
verschiedenen auswahlbaren Spektralanteilen, mit 
Single-Mode-Fasern zur Einkopplung des Laserlichtes 
in den Mikroskopstrahlengang, mit einer mindestens 
zweidimensional ablenkenden Scan-Einrichtung, 
einem Mikroskopobjektiv, welches das Laserlicht auf 
eine Probe fokussiert, mit mehreren Detektoren fur den 
Empfang verschiedener Spektralanteile des von der 
Probe reflektierten und/oder emittierten Lichtes und 
mit einer Auswerteschaltung, die den Ausgangen der 
Detektoren nachgeschaltet ist, dadurch gekennzeich- 
net, 

- daB im Lasermodul mehrere einzein ansteuer- 
bare Einzel- und/oder Multiwellenlangenlaser, ein 
akusto-optisch beeinfluBbarer Filter (AOTF) und/ 
oder ein akustooptischer Modulator (AOM) vor- 
gesehen sind, 

- daB als Detektoren Photomultiplier (PMT) und 
zur Aufzweigung der von der Probe ausgehenden 
Reflexions- und/oder Emissionsstrahlung in ein- 
zel ne Detektionskanale auf ansteuerbaren Wech- 
seleinrichtungen angeordnete und gegeneinander 
austauschbare Farbteiler vorgesehen sind und 

- daB die Steuereingange des Lasermodules, der 
Scan-Einrichtung sowie der Wechseleinrichtun- 
gen mit den Ausgangen der Auswerteschaltung 
verbunden sind. 

12. Laser-Scan-Mikroskop nach Anspruch 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein Strahlungsanteil des in 
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den Mikroskopstrahlengang eingekoppelten Laserlich- 
tes auf einen optoelektronischen Emptanger gerichtet 
ist, dessen Ausgang mit der Auswerieschaltung in Ver- 
bindung stent. 

13. Laser-Scan-Mikroskop nach einem der Anspriiche 5 
11 oder 12, dadurch gekennzeichnci., daG in der Aus- 
werteschaltung eine rnathematische Verknupfung der 
Ausgangssignale des optoelektronischen Empfangers 
mit den Ausgangssignalen der PMT und/oder mit den 
Ablenksignalen fur die Scan-Einrichtung vorgesehen io 
ist. 
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